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Abstrak  
Toksisitas adalah salah satu masalah utama dalam proses pengembangan obat. Kardiotoksisitas, 
neurotoksisitas dan hepatotoksisitas merupakan alasan utama obat tidak lolos dalam uji klinik atau ditarik 
dari pasaran. Larva ikan zebra dapat menjembatani antara uji in vitro dan model hewan mamalia mengerat 
dengan lebih cepat dan ekonomis. Toksisitas organ dapat dideteksi mulai pada tahap larva sehingga dapat 
diprediksi dengan tepat pengaruh obat tersebut pada manusia. Uji kardiotoksik, neurotoksik dan 
hepatotoksik dapat dilakukan pada hewan yang sama dengan ketepatan dan ketelitian yang tinggi.    
Kata kunci: hepatotoksisitas, kardiotoksisitas, larva ikan zebra, neurotoksisitas  
 
Zebra (Danio rerio) Larvae As Animal Models for Toxicity Test 
 
Abstract 
Toxicity research is a very important issue for the development of new drugs, such as cardiotoxicity, 
neurotoxicity, and hepatoxicity. The use of zebrafish animal models for research has long been known. 
Zebrafish is an animal model that can act as an object of research. Zebrafish larvae have advantages 
compared to rats because they are cheaper and easier to obtain. Cardiotoxic, neurotoxic and hepatotoxic 
assays can be carried out in the same animal with high accuracy and precision. 
Keywords: cardiotoxicity, hepatotoxicity, neurotoxicity, toxicity, zebrafish larva  
 
Pendahuluan  
Salah satu masalah utama dalam 
pengembangan obat-obatan baru ialah efek yang 
tidak diinginkan, sehingga dibutuhkan pengujian 
toksisitas pada hewan dengan skala besar. 
Keamanan obat merupakan masalah utama bagi 
produktivitas penelitian dan pengembangan 
farmasi, terutama pada tahap optimasi senyawa 
penemuan obat dan awal pengembangan klinis. 
Pada penelitian obat baru, langkah pertama 
adalah uji in vitro secara enzimatis atau kultur sel 
yang hanya memerlukan sedikit senyawa dan 
mengurangi hewan coba. Uji toksisitas in vitro 
dirancang untuk mengidentifikasi molekul yang 
membahayakan dengan cepat. Meskipun sudah 
langsung diketahui toksisitasnya, tapi prediksi 
terhadap toksisitas organ manusia rendah. Proses 
biologis seperti mekanisme absorbsi, distribusi, 
metabolisme, ekskresi, interaksi sel dan jaringan 
sudah diketahui dengan pendekatan invitro.1 Uji 
toksisitas pada mamalia merupakan gold 
standard untuk memprediksi keamanan pada 
manusia, tapi memerlukan biaya tinggi, waktu 
yang panjang, diperlukan senyawa dalam jumlah 
besar, dan tidak selalu dapat diprediksi. Karena 
itu mamalia kurang cocok untuk uji toksisitas 
pendahuluan. 
Untuk mempercepat pengembangan obat 
dengan hewan uji dan mengurangi biaya, maka 
peneliti akademik dan industri memberikan 
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perhatian pada ikan zebra (Danio rerio). Hasil uji 
pada ikan zebra dapat diaplikasikan pada hewan 
bertulang belakang yang lebih tinggi derajatnya 
termasuk manusia. Tidak seperti uji in vitro, larva 
ikan zebra merupakan organisme yang komplek 
dimana jalur metabolisme maupun reaksi 
fisiologis sudah lengkap dan berfungsi, sehingga 
dapat digunakan untuk uji toksisitas serta 
metabolisme.2 Menurut regulasi etik 
internasional, larva ikan zebra yang berumur 
sampai lima hari sesudah fertilisasi (five days 
post-fertilization/5 dpf) disamakan dengan uji in 
vivo dan diterima sebagai alternatif hewan coba.2  
Ikan zebra telah menjadi model hewan 
vertebrata untuk berbagai penyakit dan telah 
berkontribusi pada penemuan obat berbasis 
fenotip.3 Untuk mengembangkan penggunaan 
ikan zebra maka harus diketahui perbedaan dan 
persamaan antara biologi ikan zebra dan manusia. 
Akhir-akhir ini mulai diteliti kemampuan dan 
keterbatasan ikan zebra untuk pemodelan 
penyakit, skrining obat, identifikasi target obat, 
farmakologi, dan toksikologi. Seiring dengan 
meningkatnya pemahaman kita dan teknologi 
untuk memanipulasi ikan zebra, diharapkan ikan 
zebra akan memiliki peran penting dalam 
mempercepat penemuan obat yang tepat. Skrining 
fenotip telah menjadi salah satu pendekatan yang 
paling efektif untuk penemuan obat, tetapi hanya 
sebagian dari fenotip yang berhubungan dengan 
penyakit dapat dimodelkan dalam sel yang 
dikultur. Ikan zebra menunjukkan serangkaian 
fenotip terkait penyakit, gangguan fisiologi, 
metabolisme dan perilaku.3 Ikan dan larva ikan 
zebra telah digunakan untuk penelitian diabetes 
dan komplikasinya.4 Pada tahun 2000, telah 
ditemukan obat baru pertama yang menggunakan 
ikan zebra hidup dalam multiwell plate.4 Sampai 
sekarang ada sekitar 60 obat baru yang telah 
ditemukan dan diketahui mekanisme kerjanya. 
Selain skrining fenotip, juga berkembang 
penelitian tentang perilaku, jantung, dan penyakit 
regeneratif.4 Secara filogenetik hubungan 
manusia dengan hewan mengerat lebih dekat 
daripada dengan ikan zebra, tetapi ikan zebra 
memiliki 70% gen yang berhubungan dengan 
penyakit manusia.5  
Larva ikan zebra sedang dikembangkan 
sebagai alat untuk menguji toksisitas bahan kimia 
obat dengan lebih cepat, lebih murah dan dapat 
diandalkan. Analisa efek toksik umumnya 
dilakukan pada sistem kardiovaskuler, saraf, 
neuromuskuler, gastrointestinal dan tiroid. 
Analisa efek samping obat memerlukan analisa 
sistemik karena melibatkan organisme secara 
utuh.6 Karakteristik fisik dan fisiologis ikan zebra 
yang unik menjadikan alat yang penting untuk 
penemuan obat dan uji toksisitas.6 Sekarang ini 
analisa toksisitas larva ikan zebra telah digunakan 
sebagai metode alternatif hewan dalam penilaian 
bahaya/risiko dan penelitian ilmiah.7  
 
Ikan Zebra untuk Analisis Toksisitas Obat 
 Toksisitas adalah salah satu hambatan 
utama dalam proses pengembangan obat. 
Penggunaan ikan zebra dalam skrining obat 
menjadi alat penting untuk menilai toksisitas dan 
kemanjuran obat baru. Toksisitas organ yang 
diinduksi obat dapat dideteksi dalam tahap larva 
sehingga memungkinkan prediksi yang kuat 
seperti pada manusia.8 Oleh karena itu, ikan zebra 
dapat menjembatani kesenjangan antara uji 
keamanan praklinis pada in vitro dan uji pada 
model hewan pengerat dengan cara cepat dan 
hemat biaya.8  
 Senyawa yang dapat menyebabkan 
toksisitas antara lain senyawa-senyawa 
kardiotoksik, neurotoksik dan hepatotoksik. 
Sebelum dilakukan uji kardiotoksisitas, 
hepatotoksisitas dan neurotoksisitas, terlebih 
dahulu dilakukan uji kadar obat non-mortal/non 
teratogenik. Berdasarkan data, ternyata kegagalan 
penemuan obat baru terjadi karena obat tersebut 
memunyai  efek neurotoksik (22%), kardiotoksik 
(16%), dan hepatotoksik (14%).9  
No Observed Effect Concentration 
(NOEC) dapat memengaruhi fisiologis organ 
ketika terjadi efek samping. Untuk menganalisa 
perkembangan organ dapat digunakan larva ikan 
zebra berumur 96 hours post fertilization (hpf) 
atau 96 jam setelah fertilisasi.10 Tujuan utamanya 
adalah mengetahui pengaruh obat terhadap 
fisiologis dan fungsi organ. Kardiotoksisitas 
diamati pada 100 hari setelah fertilisasi (100 hpf), 
neurotoksisitas 120 hpf dan hepatotoksisitas 132 
hpf.11 
Dietilaminobenzaldehid (DEAB) 
merupakan penghambat asam retinoat yang 
meningkatkan mortalitas dan teratogenik 
(NOEC) seperti terlihat pada Tabel 1.11 DEAB 
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digunakan sebagai kontrol positif. LOEC 
merupakan konsentrasi terendah dimana efek 
obat dapat diamati, sedangkan LC50 adalah 
konsentrasi yang menyebabkan 50% larva ikan 
zebra mati.11 
 
Tabel 1.  NOEC, LOEC dan LC50 Senyawa pada Larva Ikan Zebra 96 hpf 
(Diadaptasi dari Cornet  et al. 2017) 
Obat 96 hpf NOEC (µM) 96 hpf LOEC (µM) 96 hpf LC50 (µM) 
DEAB 100 10 185,99 
Epineprin HCl 1000 NA 3,11x1010 
Siprofloksasin 1000 NA 7,01x109 
Cisapride 1000 NA 2935,74 
Asam fusidat 10 100 124,15 
Catatan: NA= Not Available (hasil berada di bawah pengukuran) 
 
Tabel 2. Contoh Senyawa yang Menyebabkan Toksisitas pada Manusia dan Larva Ikan Zebra11 
Obat Kardiotoksisitas Neurotoksisitas Hepatotoksisitas 
Asetaminofen Toksik Toksik Toksik 
Ethanol Toksik Toksik Toksik 
Haloperidol Toksik Toksik Tidak diketahui 
MPTP Tidak diketahui Toksik Tidak diketahui 
 
Senyawa 1-metil-4-fenilpiridinium 
(MPTP) yang berkhasiat sebagai analgesik telah 
terbukti menyebabkan gejala Parkinson 
permanen dengan menghancurkan neuron 
dopaminergik di substantia nigra.9 MPTP 
digunakan sebagai kontrol positif obat 
neurotoksik.11 Etanol dan asetaminofen 
digunakan sebagai obat kontrol positif 
hepatotoksik.11 Haloperidol, yang dikenal sebagai 
obat antipsikosis digunakan sebagai kontrol 
positif obat neurotoksis karena memblokade 
human Ether-a-go-go-Related Gene (hERG), 
memperpanjang interval QT dan menyebabkan 
aritmia pada manusia dan hewan.12  
 
Analisis Kardiotoksisitas 
 Dalam dekade terakhir, ikan zebra telah 
menjadi model organisme utama untuk studi 
perkembangan dan organogenesis.12 Aritmia 
jantung menjadi tantangan utama bagi penemuan 
obat modern. Ikan zebra dapat digunakan sebagai 
model, khususnya untuk biologi kardiovaskular.13 
Embrio ikan zebra dapat digunakan untuk 
penelitian kardiotoksisitas yang diinduksi obat.5 
Obat-obatan seperti astemizole, haloperidol, 
pimozide, dan terfenadin yang menyebabkan 
perpanjangan QT pada manusia juga memberikan 
hasil yang serupa pada ikan zebra.14 
Sebagai kontrol positif digunakan 
haloperidol dan uji kardiotoksisitas dilakukan 
pada larva ikan zebra berumur 96 hpf ketika detak 
jantung ikan zebra sudah stabil.11 Obat diinkubasi 
selama empat jam dan setelah itu dianalisa 
dengan perangkat lunak ZeCardio®.11  
Haloperidol, cisapride, docetaxel, dofetilide, 
pindolol, riluzole, trifluoperazine HCL, dan 
vincristine dapat mengurangi detak jantung 
permenit (BPM) dibandingkan dengan dimetil 
sulfoksida (DMSO) sebagai kontrol negatif.11 
 
Analisis Hepatoksisitas 
Ikan zebra merupakan perantara antara 
evaluasi berbasis sel dengan pengujian 
hepatotoksisitas pada hewan konvensional.15 
Semua obat yang diuji hepatotoksik pada 
mamalia memberikan hasil yang sama pada larva 
ikan zebra, seperti degenerasi hati dan 
pengurangan ukuran hati.14 Hepatotoksisitas dari 
enam obat hepatotoksik (asetaminofen, aspirin, 
tetrasiklin HCl, natrium valproat, siklofosfamid 
dan eritromisin) dan dua senyawa non-
hepatotoksik (sukrosa dan biotin) yang telah diuji 
pada mamalia setelah diuji lagi pada larva ikan 
zebra memberikan hasil yang sama dengan 
menggunakan tiga fenotip spesifik 
hepatotoksisitas: degenerasi hati, perubahan 
ukuran hati dan retensi absorbsi kuning telur.15  
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Perkembangan hati ikan zebra dapat 
dibagi dalam tiga tahap yaitu: spesifikasi, 
diferensiasi, dan perkembangan.16   Larva ikan 
zebra yang berumur 5 dpf mempunyai hati 
berbentuk lonjong yang berfungsi penuh dan 
terdiri dari tiga lobus.17 Efek hepatotoksik 
terutama disebabkan oleh proses metabolisme 
yang membutuhkan waktu, maka percobaan 
dilakukan pada larva yang berumur 132 hpf 
dengan kontrol positif parasetamol dan etanol, 
yang telah terbukti mengakibatkan toksisitas pada 
manusia dan ikan zebra.18  
 Pada perkembangan minggu pertama, 
sumber energi unik untuk larva ikan zebra adalah 
kuning telur.15 Kuning telur ikan zebra 
mengandung 70% lipid netral, yang sebagian 
besar dimetabolisme di hati.15 Dengan demikian, 
akumulasi lipid kuning telur dapat digunakan 
sebagai titik akhir untuk fungsi hati.19  
Metabolisme yang terganggu akan menunda 
penyerapan kuning telur sehingga menghasilkan 
kadar lipid yang lebih tinggi.20 Ukuran hati dan 
jumlah hepatosit dapat dianalisa dengan intensitas 
fluoresensi.21 Obat yang mengurangi jumlah 
hepatosit (nekrosis) akan menunjukkan 
berkurangnya area RFP (Red Fluorescent 
Protein), sedangkan obat yang meningkatkan 
ukuran hati (hepatomegali) akan meningkatkan 
area RFP.11 Parasetamol, flupirtine, dan 
metildopa menunjukkan penurunan sinyal area 
RFP, sedangkan finasterid dan asam fusidat 
meningkatkan area sinyal RFP.11 Di sisi lain, 
steatosis yang diinduksi oleh obat (akumulasi 
lipid hepatosit) dapat digunakan untuk 
pengembangan obat.11  
 Penyakit hati berlemak (fatty liver 
disease) pada manusia dapat berkembang dari 
steatosis ke kerusakan hepatoseluler, fibrosis, 
sirosis, dan gagal hati.11 Larva ikan zebra dengan 
steatosis yang diinduksi tunikamisin atau etanol 
dapat menyebabkan disfungsi hati, yaitu terjadi 
perubahan ekspresi gen pada fase akut, gangguan 
fungsi hati, dan gangguan sekresi hepatosit.21  
 Model penyakit hati karena alkohol 
(ALD/Alcoholic Liver Disease) yang terjadi pada 
larva ikan zebra dapat mengidentifikasi gen dan 
jalur yang berkontribusi terhadap steatosis.21 
Larva ikan zebra yang berumur empat hari setelah 
fertilisasi (4 dpf) mewakili model vertebrata 
untuk mempelajari ALD akut karena memiliki 
jalur untuk metabolisme alkohol dan hati yang 
telah terbentuk sempurna.21 Penambahan etanol 
2% selama 32 jam pada medium larva ikan zebra 
menyebabkan kadar etanol 80 mM intraseluler 
dan regulasi hepatik menunjukkan bahwa etanol 
dimetabolisme serta menyebabkan stres 
oksidatif.21 
  
Analisis Neurotoksisitas 
 Sudah banyak penelitian mengenai 
pemeriksaan toksisitas pada larva ikan zebra 
berbasis organ dan perilaku.22 Analisa 
neurotoksisitas dilakukan pada tahap 
perkembangan karena sistem sarafnya lebih 
rentan terhadap dampak bahan kimia daripada 
sistem saraf ikan zebra dewasa. Larva ikan zebra 
memperlihatkan banyak pola perilaku yang 
sangat mirip dengan tikus dan manusia.22 Dari 
tahun 1995 hingga 2014 banyak dilakukan 
pengujian dengan larva ikan zebra yang berumur 
kurang dari tujuh hari setelah fertilisasi (dpf).22 
Etanol, valproat dan pentilenetetrazol digunakan 
sebagai bahan model.22 Ternyata larva ikan zebra 
dapat membantu meningkatkan studi perilaku di 
masa depan.22  
 Salah satu penyakit yang diuji dengan 
ikan zebra adalah Penyakit Parkinson (PD).23 
Fenotip, peran berbagai gen dan protein untuk 
parkinsonisme diuji dan dievaluasi pada ikan 
zebra dengan menggunakan pendekatan perilaku, 
molekuler dan proteomik.23 Bahan kimia 
haloperidol yang diberikan pada ikan zebra 
menunjukkan penurunan gerakan pola berenang 
dan peningkatan ketenangan.24  Ikan zebra dapat 
digunakan sebagai sistem model potensial untuk 
menjaring calon molekul obat untuk PD.23 
Larva ikan zebra peka terhadap obat 
neuroaktif dan respons lokomotornya mirip 
dengan mamalia.25 Paparan obat neuroaktif akut 
mengubah aktivitas alat gerak di larva ikan zebra, 
sehingga dapat digunakan untuk skrining in vivo 
yang cepat untuk bahan kimia beracun dengan 
cara mengkarakterisasi aktivitas lokomotor.25 
Pada mamalia, pemberian bahan-bahan seperti 
etanol, d-amfetamin, dan kokain dapat 
meningkatkan gerak pada dosis rendah dan 
mengurangi gerak pada dosis yang lebih tinggi.26 
Hasil yang sama juga dihasilkan pada larva ikan 
zebra enam hari pasca fertilisasi (6 dpf).25  Sebagai 
kontrol positif digunakan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
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tetrahidropiridin (MPTP) yang telah 
diidentifikasi sebagai obat neurotoksik pada 
manusia dan ikan zebra.11  
Larva ikan zebra yang berusia tujuh hari 
diinduksi aktifitas lokomotornya dengan pentilen 
tetrazol (PTZ) kemudian diberi obat antiepilepsi 
natrium valproate (VPA).27 Teknik in vivo ini 
berdasarkan ekspresi gen dan uji anti konvulsan 
pada larva berusia dua hari (2 dpf), sehingga 
dapat diketahui molekul bioaktif yang 
mempunyai aktifitas antikonvulsan.27  Obat 
antikonvulsan dapat diketahui dari penurunan 
aktifitas lokomotor larva ikan zebra yang diukur 
dengan alat Zebrabox.27  
 
Penutup  
Larva ikan zebra merupakan model 
hewan yang ideal untuk uji senyawa kardiotoksik, 
hepatotoksik dan neurotoksik. Uji toksisitas ini 
dapat menjembatani antara uji in vitro dan model 
hewan mamalia mengerat dengan lebih cepat dan 
ekonomis sehingga mempercepat proses 
pengembangan obat. 
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